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Veranderingen in de omgeving van een plant worden op eiwitniveau vertaald in 
post-translationele modificaties, zoals eiwitfosforylering. Eiwitfosforylering is een 
dynamisch spel tussen kinases (het koppelen van een fosfaatgroep aan eiwitten) en 
fosfatases (het verwijderen van een fosfaatgroep), en resulteert onder andere in activatie 
of inactivatie van het eiwit. Een eiwit dat aan gefosforyleerde sequenties bindt en 
tevens het gefosforyleerde eiwit “beschermt” tegen defosforylering, is het 14-3-3 eiwit. 
In totaal komen er in Arabidopsis 13 14-3-3 genen tot expressie. Vanwege de hoge 
eiwithomologie in de fosfaat-bindende regio kunnen 14-3-3’s, in theorie, elkaars functie 
overnemen (redundantie). Dit is gevonden in Saccharomyces cerevisiae, waar twee 14-
3-3 eiwitten tot expressie komen. Het muteren van een van de twee genen resulteert niet 
in een fenotype, terwijl het muteren van beide genen resulteert in een lethaal fenotype. 
Dit lethale fenotype kan worden gered als er een 14-3-3 gen van andere organismes wordt 
teruggeplaatst, zoals humaan en plant. Dit geeft aan dat de 14-3-3 eiwitten redundant 
zijn en dat er tussen de verschillende soorten onderling weinig verschil bestaat. 
 Om de omvang van de redundantie tussen de verschillende 14-3-3’s in 
Arabidopsis te onderzoeken, hebben we zes enkel-insertie mutanten (= single) 
geïsoleerd die toebehoren aan drie paren van gerelateerde eiwitten. Drie dubbel-
mutanten (=double) zijn gegenereerd uit elk van de drie paren gerelateerde 14-3-3 
eiwitten. Deze dubbel-mutanten zijn gebruikt voor het genereren van 12 drievoudige 
(= triple) en drie viervoudige (= quadruple) mutanten. De expressie van twee wildtype 
(WT) 14-3-3 genen is geanalyseerd in de quadruple mutanten en geen van de wildtype 
genen liet een afwijkend expressiepatroon zien (Hoofdstuk 2).
 Omdat 14-3-3 eiwitten binden aan verschillende eiwitten, hebben ze een 
functie in meerdere eigenschappen (traits) van de plant en zijn ze betrokken bij 
diverse signaaltransductieroutes. Om er zeker van te zijn dat we de redundantievraag 
kunnen beantwoorden, hebben we gekeken naar verschillende eigenschappen. Alle 24 
mutanten zijn gescreend op primaire wortelgroei op controleplaten (Hoofdstuk 3) en 
voor “De Lengte van de eerste Epidermis cel met zichtbare wortelhaar initiatie” (LEH) 
op verschillende abiotische stressfactoren (Hoofdstuk 4). De double en quadruple 
mutanten zijn verder bekeken op rosetgroei, bloeitijd en groei van de bloeistengel 
in korte- en lange-dag condities (Hoofdstuk 3). Daarnaast zijn de single, double en 
quadruple mutanten verder geanalyseerd m.b.t. kalium- (K+) en protonen- (H+) flux aan 
het worteloppervlak, na toevoegen van zout (Hoofdstuk 5). Over het geheel genomen 
hebben we isovormspecificiteit en redundantie in specifieke 14-3-3 combinaties 
gevonden. Daarnaast kunnen antagonistische acties het verlies verklaren van fenotypes 
van lagere orde mutanten (single, double en triple; Hoofdstuk 4 en 5) in hogere orde 
mutanten. 
 De eigenschap wortelgroei laat 14-3-3 betrokkenheid zien. Alleen de triple 
mutant klp maar niet klc, kpc en lpc, laat een kortere primaire wortel zien die ook te zien 
is de quadruple mutant klpc. Daarnaast laat de triple mutant kun, maar niet kln, klu en 
lun, een soortgelijk fenotype zien als de quadruple mutant klun. De verkorte primaire 
wortel in de triple mutanten pun, cun, npc en upc zijn vergelijkbaar met die van unpc. 
De eerste twee mutanten (klp en kun) laten zien dat specifieke combinaties van 14-3-3 
redundant zijn. Daarom concluderen wij dat er voor de eigenschap wortelgroei in de 




elkaar). Echter, de mutanten upsilon, nu, phi en chi laten volledige redundantie of een 
concentratieafhankelijkheid zien, omdat alle combinaties van deze vier genen en de 
quadruple mutant een verkorte primaire wortelgroei laten zien. Hieruit concluderen we 
dat de genetische achtergrond het type redundantie bepaalt.
 De fenotypering van de bovengrondse plantendelen laat zien dat alleen specifieke 
combinaties van 14-3-3’s redundant zijn (Hoofdstuk 3). De quadruple mutant klun laat 
een sterk afwijkend fenotype zien ten opzichte van de drie double, twee quadruple en 
de WT planten. In lange-dag condities laat klun een vertraagde vorming van zichtbare 
bloemknoppen zien waarbij het aantal bladeren gelijk is aan dat van het WT en de 
andere genotypes. Daarnaast laat dit genotype in de korte-dag de volgende fenotypes 
zien; 1) er is geen vorming van bloemknoppen na 78 dagen; 2) de hoeveelheid bladeren 
die geproduceerd wordt is lineair, terwijl de toename in andere genotypes exponentieel 
is. 3) de grootte van de roset is kleiner ten opzichte van de andere genotypes die zijn 
bestudeerd. Omdat de andere genotypes een vroege-bloei fenotype laten zien in de 
korte-dag condities, concluderen wij dat 14-3-3’s niet volledig redundant zijn, aangezien 
verschillende genotypes resulteren in verschillende fenotypes.
 14-3-3 Eiwitten zijn betrokken bij abiotische stress. Omdat abiotische stress 
makkelijk te observeren is in een wortelgroei-experiment, zijn de double mutanten 
gegroeid op medium met zout (Hoofdstuk 4). Ook hier laat een specifieke combinatie 
van 14-3-3 (un) mutaties een verhoogde ongevoeligheid zien voor zout. Omdat er geen 
verschil in ionenconcentraties tussen de double mutanten en het WT werd gemeten, is 
de un op mannitolplaten gegroeid, wat osmotische stress veroorzaakt. Het mannitol 
wortelgroei-experiment laat zien dat un een verhoogde ongevoeligheid heeft voor 
osmotische stress. Een pull-down experiment is uitgevoerd met wortelextract en 
recombinant 14-3-3 eiwit gekoppeld aan magnetische bolletjes. Het wortelextract 
was gemaakt van wortels die van tevoren of 10 minuten of 3 uur in 200 mM mannitol 
waren geïncubeerd. De pull-down laat zien dat het 14-3-3 interactoom verandert zodra 
de wortels worden blootgesteld aan mannitol. Zevenendertig van de geïdentificeerde 
eiwitten in de 14-3-3 pull-down (totaal 73) werden alleen gevonden in de wortels die in 
mannitol zijn geïncubeerd. Deze resultaten wijzen erop dat eiwitfosforylering verandert 
na het toevoegen van mannitol en dat 14-3-3 eiwitten een interactie aangaan met andere 
eiwitten tijdens abiotische stress in vergelijking met de controlesituatie. Naast de 
verandering in het 14-3-3 stress interactoom, laten we isovormspecificiteit zien voor 
kappa en nu op mannitol, wat resulteert in een langere LEH ten opzichte van het WT 
(13% en 12%, respectievelijk). Bovendien is er unequal redundantie tussen upsilon en 
nu in de double mutant un, dit omdat nu een fenotype laat zien, terwijl upsilon gelijk is 
aan het WT, maar de double mutant laat een langere LEH zien dan nu. Met uitzondering 
van chi, pc, nkl en npc, laten alle andere mutanten een langere LEH zien op abscisinezuur 
(ABA, een planthormoon). Een ander interessant effect in de LEH werd gezien bij ACC: 
de beide single mutanten kappa en lambda laten geen fenotype zien, de double mutant 
kl doet dat wel. Daarnaast laten alleen de mutanten die gemuteerd zijn in KAPPA of in 
LAMBDA of in beide een langere LEH zien op ACC.
 Abiotische stress heeft betrekking op ionenhomeostase. In Hoofdstuk 5 
onderzoeken wij de mogelijkheid van directe interactie tussen 14-3-3 eiwitten en 
ionkanalen. De geselecteerde ionkanalen zijn de two-pore potassium kanalen en de 
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shaker ionkanaal GORK. TPK1, 3 en 5 binden in een yeast-two-hybrid met 14-3-3. 
Het muteren van de 14-3-3 binding motif van TPK2 laat zien dat de aminozuren die 
rondom de 14-3-3 motif liggen net zo belangrijk zijn voor 14-3-3 binding als de 14-3-
3 motif zelf. Een yeast-two-hybrid experiment laat geen directe interactie zien tussen 
14-3-3 en GORK, maar een pull-down met C-terminale GORK en eiwitextract laat 
een interactie met 14-3-3 zien. Dit resultaat suggeert de aanwezigheid van een derde 
eiwit. Wij veronderstellen dat het derde eiwit een kinase is van de CDPK familie, omdat 
leden van deze kinase familie ionkanalen kunnen fosforyleren en ook 14-3-3 bindings-
motieven kunnen fosforyleren. Daarnaast kan 14-3-3 de activiteit van CPK1 verhogen. 
We laten zien dat de activiteit van CPK21 en CPK23 inderdaad verhoogd wordt door 14-
3-3, maar de activiteit van CPK3 en CPK6 niet. De interactie tussen 14-3-3 en CPK21 
en CPK6 gebeurt op het plasmamembraan, net zoals de interactie tussen CPK21 en 
GORK. Om te kijken of er een directe link is tussen 14-3-3, CPK21 en GORK, hebben 
we gebruik gemaakt van een niet-invasieve methode om kalium (K+) en protonen (H+) 
te meten, afkomstig van wortels na toevoegen van zout. De K+ flux van gork liet 3 
opvallende verschillen zien ten opzichte van het WT; 1) een lagere maximale piekflux; 
2) een vertraagde piektijd; 3) een vertraging in het herstellen van de K+ flux naar het 
basisniveau. De mutant, aha2 (protonpomp in de wortel), vertoont overeenkomsten met 
een cpk21 mutant voor zowel de proton- als de kalium-flux. Dit resultaat geeft aan dat 
er een mogelijke link is tussen deze twee eiwitten. Twee 14-3-3 single mutanten, chi 
en phi, laten een gork-achtige K+ flux zien, met maximale flux voor beide mutanten 
en maximale fluxtijd alleen voor chi. Dit resultaat toont aan dat 14-3-3 mogelijk een 
functie heeft in GORK regulatie. 
 In het pull-down experiment van Hoofdstuk 4 hebben we onder andere een 
cytosolische invertase geïdentificeerd. Invertases zijn ook gevonden in andere 14-3-
3 pull-downs en yeast-two-hybrid experimenten. In Hoofdstuk 6 laten we een studie 
zien van directe associatie tussen 14-3-3 en een cytosolische invertase CINV1 en het 
effect van deze interactie op recombinant eiwit en in planta. In een yeast-two-hybrid 
experiment laten we zien dat S547 noodzakelijk is voor de binding tussen 14-3-3 en 
CINV1. Gebruikmakend van anisotropie-metingen en in vitro pull-down experimenten, 
laten we zien dat de fosforylering van S547 gefaciliteerd kan worden door CPK3 en dat 
deze fosforylering resulteert in een verhoogde activiteit van recombinant CINV1. De 
recombinante invertase activiteit kan verder verhoogd worden door binding met 14-3-3. 
In planta kan de korte primaire wortelgroei van klpc gecomplementeerd worden door 
hem te laten groeien op medium met 2% sucrose. Daarnaast is de totale cytosolische 
invertase activiteit 22% lager ten opzichte van het WT en ook is het gehalte aan de beide 
invertase producten, glucose en fructose, lager. Het is opmerkelijk dat de korte primaire 
wortel van klp (de triple mutant die verantwoordelijk is voor het klpc wortel fenotype 
(Hoofdstuk 3) niet gecomplementeerd wordt als deze op 2% sucrose medium wordt 
gegroeid. De totale cytosolische invertase activiteit is in klp niet te onderscheiden van 
het WT. Deze resultaten impliceren dat de 14-3-3’s KAPPA, LAMBDA, PHI en CHI 
betrokken zijn bij de cytosolische invertase activiteit en dat 14-3-3’s in positieve zin de 




Samengevat: dit proefschrift laat zien dat 14-3-3 eiwitten belangrijke functies vervullen 
in planten. De Arabidopsis 14-3-3 eiwitfamilie laat geen volledige redundantie zien, 
maar eerder redundantie tussen specifieke 14-3-3 isovormen voor de eigenschappen 
die in deze studie zijn bestudeerd. Uit de resultaten blijkt dus dat er verschillende 
combinaties van 14-3-3 eiwitten nodig zijn in verschillende organen en in verschillende 
ontwikkelingsstadia, waarmee de verschillende functies van 14-3-3’s worden 
aangetoond.
